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 要  旨 
【背景・目的】 
 哺乳類卵の受精時には周期的な細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の上昇（Ca2+オシレーション）が生じ、
これにより卵は賦活化されて胚発生が開始する。卵賦活化時に見られる表層顆粒の開口分泌や第
二極体の放出などの細胞応答は、いずれも細胞骨格タンパク質であるアクチンフィラメント（F-
アクチン）の細胞内分布や高次構造に依存していることが知られている。本研究では、マウス卵
細胞での Ca2+オシレーションに伴う F-アクチンの変化を詳細に観察し、[Ca2+]iによる F-アクチン
動態の調節機構を明らかにすることを目的として実験を行った。 
【方法】 
 F-アクチン結合タンパク質であるユートロフィンのカルポニン類似ドメインに蛍光タンパク質
EGFP を結合したもの（EGFP-UtrCH）を、F-アクチン可視化のための蛍光プローブとして用いた。
その cRNA をマウス成熟卵細胞に注入して発現させたのち、PLCζ cRNA の注入によって Ca2+オシ
レーションを誘発し、その時の EGFP の蛍光を共焦点顕微鏡により観察した。また F-アクチンの
重合核形成に対する阻害剤が F-アクチンの分布に対して与える影響について検討した。さらに、
膜脂質であるホスファチジルイノシトール二リン酸（PIP2）の局在を蛍光プローブ PHD-RFP を用
いて可視化し、Ca2+依存的な F-アクチンの動態との相関について検証した。 
【結果・考察】 
 先行研究により、染色体付近の細胞皮層部に局在する F-アクチンの厚い層構造（アクチンキャ
ップ；AC）が、Ca2+オシレーションの始めの数回の[Ca2+]i上昇の際に一過的な減少を示した後、
急速に消失することが観察されている。アクチン重合核形成タンパク質 Arp2/3 およびフォーミン
の阻害剤である CK-666 および SMIFH2 を卵に投与すると、いずれの場合も AC の F-アクチンが
減少した。時空間的パターンを詳細に比較したところ、 [Ca2+]i 上昇に伴う AC の一過性減少は
CK-666の投与時に、AC消失時の変化は SMIFH2 の投与時に類似しており、前者には Arp2/3、後
者にはフォーミンが関わるプロセスに対する Ca2+依存的な抑制機構が関与していることが示唆さ
れた。一方、AC以外の細胞皮層部では、F-アクチンは微絨毛の基部に密に局在しており、その近
傍に PIP2も局在していた。さらに、その部位の F-アクチンと PIP2が、[Ca2+]i上昇に伴ってほぼ同
期して増加することが観察された。マウス卵受精時の PIP2の増加は表層顆粒の開口分泌に依存し
ているという報告があることから、[Ca2+]i上昇に伴う皮層部 F-アクチンの増加は開口分泌をトリ
ガーする過程に関与している可能性が考えられる。 
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第 1 章. 序論 
1.1 アクチンフィラメントの機能と構造 
アクチンフィラメント（F-アクチン）は全ての真核細胞内に豊富に存在する細胞骨格
タンパク質である。細胞内でアクチンの単量体（G-アクチン）は単量体同士が自然に重
合し長く安定した二本鎖のらせん構造の F-アクチンを形成する[1]。F-アクチンは極性
を持ち、その結合定数の違いからプラス端では重合が起こりマイナス端では脱重合が
起こる（図 1.1）。実際の細胞内では、アクチン自身による重合と脱重合だけでなく細胞
内の数多くのアクチン結合タンパク質が重合や脱重合を制御している[2]。 
 F-アクチンは全ての真核細胞で重要な機能を果たしている。筋細胞においてはミオ
シン II と会合しアクトミオシン束を形成し、筋収縮を引き起こす[3]。また、その他の細
胞においては細胞膜直下に局在し F-アクチン結合タンパク質によって網目状の細胞膜
裏打ち構造を形成する事によって細胞の形を維持する、進行方向へ重合することで細
胞膜を押し出し細胞移動のための駆動力を生み出す、ミオシン II と収縮環を形成し細
胞分裂を起こすといった数多くの細胞のプロセスに関わっている[4][5]。 
 
1.2 F-アクチン調節タンパク質 
真核細胞では 100 を超えるアクチン調節タンパク質がアクチンの核形成や伸長、F-
アクチンの切断や架橋、重合、脱重合の調節といった働きをしている（図 1.2）[4]。 
F-アクチン核形成因子である Arp2/3 複合体は既存の F-アクチンの側面に結合し、
そこを起点として新たな F-アクチンを伸展させ F-アクチンの枝分かれ構造を生じさせ
ることで、網目状のネットワーク構造の形成を始めとした重要な役割を果たしている
(図 1.3A)[6][7]。それに対して、mDia、Fmn2 などを含むフォルミンファミリータンパ
ク質(Formins)は F-アクチンのプラス端に結合しプロフィリンを介して F-アクチンの
伸長を促進することで長い直鎖状の F-アクチンを形成する(図 1.3B)[8][9]。F-アクチン  
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図 1.1 F-アクチンの構造 
 F-アクチンは単量体の G-アクチンが重合することで形成される。極性を持ちプラス端で
は重合が主に行われ、マイナス端では脱重合が主に行われる。 
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図 1.2 アクチン調節タンパク質の主な機能 
 細胞内の G-アクチン、F-アクチンは各種調節タンパク質によってキャッピングや切断、
架橋、束形成などの調節を受けている。  
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図 1.3 F-アクチン調節タンパク質の一例 
 細胞内の F-アクチンは様々な調節タンパク質により調節を受ける。(A)Arp2/3 複合体は
F-アクチンの側面に結合し新たな重合の起点となる。(B)Formins は F-アクチンのプラス
端に結合し F-アクチン伸長の起点となる。(C)ビリンは Ca2+・PIP2 濃度依存的に機能が変
わり F-アクチンを調節する。 
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脱重合因子であるコフィリンは ADP 結合型のアクチンと結合し F-アクチンのマイナ
ス端から脱重合を促進する。また、コフィリンはアクチンフィラメントの側面に結合し、
らせん構造のねじれを強くすることで切断を促進する[10][11]。F-アクチン結合タンパク
質であるビリンは主に微絨毛に存在し、ビリンコアドメインとヘッドピースドメイン
の 2 つのドメインからなる。ビリンコアは Ca2+依存的な F-アクチンの切断、核形成、
キャッピング機能を保持しており、ヘッドピースは F-アクチンの結束機能を有する
[12][13]。またビリンはホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PIP2）と高い親和性
を持ち、PIP2 と結合することでビリンの持つ F-アクチン切断作用が阻害される(図
1.3C)[14]。チモシンやプロフィリンなどのタンパク質は G-アクチンに結合し G-アクチ
ンのプラス端・マイナス端への結合をコントロールすることで F-アクチンの重合を制
御する[15][16]。 
 
1.3 マウス卵細胞での F-アクチン 
1.3.1 分布 
 MⅡ期のマウス成熟卵細胞の F-アクチンは細胞膜付近に一様に分布しているが染色
体付近の膜部分には F-アクチンの厚い層（アクチンキャップ、AC）が存在する[17]。成
熟卵細胞の AC 部分以外の細胞膜表面には微絨毛と呼ばれる約 1 µm の突起が無数に存
在し[18]、その微絨毛内部にも F-アクチンは存在しその長さの変化に関与している。ま
た、細胞膜直下だけでなく細胞質にも網目構造を作っている事が知られている[19] 
（図 1.4）。  
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図 1.4 マウス成熟卵細胞における F-アクチンの分布 
 マウス成熟卵細胞において F-アクチンは細胞質にも存在するが、主に細胞質直下に局在
している。細胞表面においては微絨毛が無数に存在し F-アクチンによって支えられている。
F-アクチンが厚い層を作っているアクチンキャップ部分（AC）には微絨毛は存在しない。 
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1.3.2 機能 
 受精することで細胞周期が再開されると卵細胞は第二極体を放出するが、F-アクチ
ンの重合阻害剤であるサイトカラシン B によって阻害されることから F-アクチンに依
存したプロセスであると考えられている[20]。マウス卵細胞の F-アクチンは卵成熟の間
また受精の間において重要な役割を行っている。卵成熟の中期Ⅰ期には紡錘体が細胞
膜付近へ移動することが知られているが、F-アクチン核形成因子である Arp2/3 複合体
と Formins 阻害剤の両者で抑制されることから、紡錘体の移動は F-アクチン重合反応
によって制御されると考えられている[21]。同様に、MII 期における紡錘体の位置決定
にも阻害剤実験の結果から Arp2/3 複合体を介した重合反応が関与していると考えら
れている[22]。また、Ca2+により活性化された PKC は F-アクチンの重合や脱重合の調
整に関与しており表層顆粒の放出や多精拒否などの受精後のイベントを引き起こす[23]。 
 
1.4 卵細胞での Ca2+動態 
哺乳類の卵細胞は受精後細胞内の Ca2+濃度の周期的な上昇(Ca2+オシレーション)が
起こり、卵細胞の賦活化にはこの Ca2+濃度の上昇が必要である [24][25]。この Ca2+オシ
レーションは精子に特異的に発現しているホスホリパーゼ Cζ（PLCζ）によって誘発
されることがわかっている[26-28]。精子と卵細胞が膜融合すると PLCζ が卵細胞に移行
する。PLCζ は卵細胞膜に存在する PIP2 を加水分解しイノシトール 1,4,5-三リン酸
(IP3）とジアシルグリセロール(DAG)を生産し、生産された IP3 が小胞体膜上に存在
する IP3 受容体に結合し Ca2+を小胞体内から放出する[29]。この放出された Ca2+は IP3
受容体の細胞質側に結合すると、更なるチャネルを開き Ca2+を放出させる。放出され
た Ca2+は小胞体膜上に存在する Ca2+ポンプによる小胞体内への取り込みや、卵細胞の
膜に存在する Ca2+ポンプなどによる細胞外への放出によって元のレベルにまで戻る。
このような経路で Ca2+オシレーションが起きる(図 1.5)。  
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図 1.5 受精時における Ca2+オシレーション発生メカニズム 
① 精子と卵子が融合し、精子内の PLCζ が卵細胞質へ移行する。 
② PLCζ により PIP2 が加水分解され IP3 と DAG が産生される。 
③ IP3 が小胞体上の IP3 受容体(IP3R)に結合する。 
④ 活性化した IP3R から小胞体内の Ca2+が放出され、卵細胞質中の Ca2+濃度が上昇する。 
⑤ 放出された Ca2+が IP3R の細胞質側に結合し更なるチャネルを開き Ca2+を放出させる。 
⑥ 放出された Ca2+は小胞体膜上に存在する Ca2+ポンプによる小胞体内への取り込みや、
卵細胞の膜に存在する Ca2+ポンプなどによる細胞外への放出によって元のレベルにま
で戻る。 
 
  
9 
 
1.5 本研究の目的と概要 
 当研究室ではマウス卵細胞でのアクチン動態が Ca2+によって制御されている可能性
を想定して研究を進めてきた。F-アクチンに特異的に結合するユートロフィンのカル
ポニンホモロジードメイン（UtrCH）[30]の N 末に蛍光タンパク質を結合した蛍光 F-ア
クチンプローブを用いて Ca2+オシレーション中の F-アクチンの変化を観察した結果、
AC 部分での F-アクチンの減少、AC 部分以外の表層部分での F-アクチンの増加、複数
回の Ca2+濃度上昇後 AC が消失し第二極体の放出、細胞質部分の F-アクチンが減少す
ることが分かった。また、重合・脱重合阻害実験からはマウス卵細胞の部位とタイミン
グで異なる制御されることが示唆された。さらに Ca2+依存性シグナル伝達タンパク質
の阻害実験からは Ca2+依存的な F-アクチンの変化へのカルモジュリン(CaM)の関与が
示唆された。しかし、Ca２＋依存的な F-アクチン調節経路については詳しくは分かって
いないことが多い。 
 本研究はこれらの Ca2+依存的な F-アクチンの変化の原因を明らかにすることを目的
としている。F-アクチンを観察する方法として、細胞内の F-アクチンの動態への影響
と長時間かつ高倍率での測定を考慮して UtrCH の N 末端には退色に強い緑色蛍光タ
ンパク質（EGFP）を結合した EGFP-UtrCH を用いた。EGFP-UtrCH 発現マウス成
熟卵細胞に対して Ca2+オシレーションを誘発し、その際の F-アクチンの動態を共焦点
レーザー顕微鏡を用いて測定した。また、F-アクチン動態の制御に関わるアクチン結
合タンパク質などの阻害剤を用いて Ca2+依存的な F-アクチン調節経路を調査した。 
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第 2 章. 方法 
2.1  cRNA 合成 
蛍光プローブ EGFP-UtrCH、PHD(1-170)-RFP を RNA 合成用プラスミドベクター
(pGLS（A21）8T)に挿入した。このプラスミドを大腸菌へ形質転換して培養し、その
後プラスミド DNA を精製した。cDNA を制限酵素 BamHⅠを用いて直鎖化し
mMESSAGA mMACHINE®Kit（Ambion）に添付されている説明書に従い cRNA を合
成した。得られた RNA サンプルに RNase inhibitor を 1 µL 加え、最終濃度が 1 µg/ µL
となるように 150mM KCl で希釈し、-80 ℃で冷凍保存した。 
 
2.2  試薬 
今回実験に用いた試薬の保存溶液と使用時の条件は表のとおりである。Rhod-3 AM
を用いる際は Rhod-3 Calcium Imaging Kit（Thermo Fisher Scientific）のプロトコルに
従い M2+、DMSO および付属の PowerLoad solution で希釈して使用した。 
表 1. 使用試薬一覧 
試薬 保存濃度 保存溶液 使用濃度 希釈液 
Rhod-3 AM 10 mM DMSO 1.5 µM 本文参照 
Fura 2 AM 2 mM DMSO 2 µM M2+ 
Hoechst 33342 1 mg/mL H2O 1 µg/mL M2+ 
CK-666 50 mM DMSO 200 µM M2+ 
SMIFH2 50 mM DMSO 150 or 300 µM M2+ 
Wortmannin 20 mM DMSO 30 µM M2+ 
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2.3  成熟卵採取 
ddy メスマウスに妊馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG）を約 0.2 mL 皮下注射し、
その 48 時間後に人絨毛性ゴナドトロピン（hCG）を約 0.2 mL 腹腔内注射した。hCG
の注射から 16 時間後にメスマウスを頸椎脱臼で絶命させ、卵管膨大部から卵丘細胞に
包まれた成熟卵を M2 培地に採取した。採取した成熟卵はヒアルロニダーゼを使って
卵丘細胞を取り除き流動パラフィンで覆った 4 mg/mL BSA を含む M2 培地（M2+）
で保存しインジェクションの手順へと進んだ。 
 
2.4  実験手順 
実際の実験手順は以下の通りである。主な実験の流れの簡略図を図 2.1 にまとめた。 
 
2.4.1  Ca2+オシレーション中の F-アクチン動態観察実験 
1. 2.3 の手順で採取したマウス成熟卵細胞に EGFP-UtrCH の cRNA（400ng/µL）を
インジェクションした。 
2. EGFP-UtrCH の発現を待つために M16+培地で 3 時間以上 37℃で培養した。 
3. 卵細胞中の Ca2+の変化を測定する為、Rhod-3 AM で 30 分間染色した。 
4. Ca2+オシレーションを誘発する為、mPLCζ の cRNA を 20 ng/µL に調整しインジ
ェクションした。 
5. ガラス底ディッシュに両面テープでガラス片を張り付けた卵固定用ディッシュに
M2+ドロップを作り卵を固定した。 
6. 共焦点レーザー顕微鏡で EGFP、Rhod-3 の蛍光画像を 1 分間隔で測定した。 
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図 2.1 実験手順簡略図 
(A)マウス成熟卵細胞に cRNA をインジェクションし各種蛍光タンパク質を発現させ、
共焦点レーザー顕微鏡で測定した。実験次第で測定を中断し阻害剤を投与し測定を再開し
た。(B)蛍光タンパク質発現卵細胞に Ca2+指示薬を導入した。その後、実験次第で阻害剤
処理を行った。mPLCζ の cRNA をインジェクションして Ca2+オシレーションを誘発し測
定を行った。実験次第では Ca2+オシレーション発生確認後、測定を中断し阻害剤を投与し
測定を再開した。  
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2.4.2  F-アクチン重合調節因子阻害剤実験 
1. 方法 2.4.1.1~2 と同様に行った。 
2. （Ca2+オシレーション実験の場合、方法 2.4.1.3 と同様に染色した。） 
3. （Ca2+オシレーション実験の場合、方法 2.4.1.4 と同様にインジェクションした。） 
4. 方法 2.4.1.5 と同様に卵を固定した。 
5. 測定開始から 20 分後（Ca2+オシレーションを伴う実験の場合はオシレーション発
生後）、測定を中断し測定用ドロップに CK-666 または SMIFH2 をそれぞれの使
用濃度（表 1 参照）となるように投与し、即時測定を再開した。 
 
2.4.3  F-アクチン・PIP2 同時測定実験  
1. 2.3 の手順で採取したマウス成熟卵細胞に EGFP-UtrCH と PHD(1-170)-RFP の
濃度がそれぞれ 100ng/µL、400ng/µL となるよう調整した cRNA 混合液をインジ
ェクションした。 
2. EGFP-UtrCH と PHD(1-170)-RFP の発現を待つために M16+培地で 3 時間以上
37℃で培養した。 
3. （Ca2+オシレーションを伴う実験の場合、卵細胞中の Ca2+の変化を測定する為、
Fura-2 AM で 10 分間染色した。） 
4. （PIP2産生阻害実験の場合、30µMに調整したWortmanninで15分間処理した。） 
5. （Ca2+オシレーション実験の場合、方法 2.4.1 と同様にインジェクションした。） 
6. 方法 2.4.1.5 と同様に卵を固定した。 
7. 共焦点レーザー顕微鏡で EGFP、RFP（加えて Ca2+オシレーション実験の場合 Fura 
2）の蛍光画像を 1 分間隔で測定した。 
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2.5. 測定条件 
 各蛍光は共焦点レーザースキャン顕微鏡で 1 分のインターバルで経時的に測定した。
測定には 40 倍または 20 倍の対物レンズを用い、各蛍光画像は表 2 の条件で取得した。 
表 2. 蛍光測定条件一覧 
 Hoechst Fura 2 EGFP RFP Rhod-3 
励起波長[nm] 405 405 488 561 561 
蛍光波長[nm] 414-487 496-545 496-545 590-660 590-660 
 
2.6. 解析方法 
得られた EGFP の蛍光画像は Igor Pro（Wavemetrics 社）を用いて XY 座標から極座
標に変換した。この時に AC 部分を 0°となるようにした。中心角θ半径 r 上の蛍光強
度を以下の非対称のガウス関数でフィッティングしその蛍光強度のピークの時間変化
をその部分の EGFP の蛍光強度の変化とした（図 2.2）。 
 
・X≦X0 の場合 
𝑓(X) = Y0 + (a − Y0)exp(−
(X − X0)
2
S0
2 ) 
 
・X>X0 の場合 
𝑓(X) = Y1 + (a − Y1)exp(−
(X − X0)
2
S1
2 ) 
 
X0 はピークの位置、a はピークの蛍光強度、Y0・Y1 はそれぞれ卵内部(Y≦X0)・卵外
部(Y>X0)におけるバックグラウンド、S0・S1 はそれぞれ卵内部(Y≦X0)・卵外部(Y>X0)
方向への広がりを示す。 
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図 2.2 表層 F-アクチンの定量解析 
(A)蛍光画像を X-Y 座標から極座標に AC 部分が 0°となるように変換した。(B)全ての中心
角θで、半径 r 上の蛍光強度をガウス関数でフィットした。X0 はピークの位置、a はピーク
の蛍光強度、Y0・Y1 はそれぞれ卵内部(Y≦X0)・卵外部(Y>X0)におけるバックグラウンド、
S0・S1 はそれぞれ卵内部(Y≦X0)・卵外部(Y>X0)方向への広がりを示す。  
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第 3 章. 実験結果 
3.1 EGFP-UtrCH による F-アクチンの局在確認と動態解析 
EGFP-UtrCH を発現させたマウス卵細胞では EGFP の蛍光が細胞膜領域に局在し
ている様子が確認できた。また、染色体付近の膜領域では F-アクチンが厚い層を形成
している AC を確認した（図 3.1）。続いて、EGFP-UtrCH 発現卵に mPLCζ の cRNA
をインジェクションし Ca2+オシレーションを誘発しその様子を観察した。先行研究の
結果と同様に、Ca2+の一過的な上昇に対して AC 部分の一過的な EGFP 蛍光強度の減
少、AC 部分以外の表層部分の EGFP 蛍光強度の上昇、数回の Ca2+スパイク後の AC
の消失と第二極体の形成、細胞質部分の EGFP の減少を確認した(図 3.2A)。 
続いて Ca2+オシレーション時の蛍光強度の空間的な変化を比較した(図 3.2B)。AC
部分を蛍光強度が非常に高い AC 中心領域と比較的強度の低い AC 辺縁領域に分けて
比較した。一過性の蛍光強度減少時には AC 中心領域は中心方向へ緩やかな減少を見
せたが、AC 辺縁領域には大きな変化は見られなかった(図 3.2B 黒矢尻)。AC 消失時
は AC 中心領域では中心部から消失が始まり、AC 辺縁領域もほぼ同時に外側からの
緩やかな減少が始まった(図 3.2B 白矢尻)。以上のことから AC 部分ではその位置に
よって Ca2+依存的な F-アクチン調節機構が異なる可能性が示唆された。 
 
3.2 F-アクチン重合調節因子阻害剤による影響 
 先行研究の結果から Ca2+依存的な蛍光強度の減少と上昇が F-アクチンの重合と脱重
合によるものであると考えた。そこで Ca2+依存的な F-アクチンの変化の原因を明らか
にするため、F-アクチンの動態制御に関わるアクチン結合タンパク質のうち、アクチ
ン重合核形成に関わる Arp2/3 と Formins の関与を検証した。 
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図 3.1 マウス卵細胞における F-アクチンの局在 
マウス成熟卵細胞に EGFP-UtrCH の cRNA をインジェクションし、EGFP（緑）と染
色体（Hoechst-33342，青）の蛍光を測定した。動物極に EGFP の蛍光の厚い層が見られ
AC を示している（白矢尻）。 
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図 3.2 Ca2+オシレーション時の F-アクチンの動態 
 EGFP-UtrCH を発現したマウス成熟卵に対して PLCζ の cRNA をインジェクションし
Ca2+オシレーションを誘発した。(A)AC 部分(0°)を赤色、AC 部分以外の表層部分(180°)を
青色、細胞質部分を黄色で蛍光強度の変化を示した。Ca2+濃度変化は Rhod-3 蛍光強度変化
として示した。(B) 表層部分全体の EGFP 蛍光強度の経時変化。AC 部分の内、黒矢尻は
AC 部分の一過的な EGFP 蛍光強度の減少、白矢尻は AC 部分消失時の EGFP 蛍光強度の
減少の開始タイミング。①は AC 中心領域、②は AC 辺縁領域を示している。  
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3.2.1 Arp2/3 複合体阻害剤 CK-666 による影響 
 Ca2+静止状態の EGFP-UtrCH 発現卵に Arp2/3 複合体阻害剤である CK-666 を投与
し EGFP 蛍光強度の変化を観察した。阻害剤投与後、AC 部分の EGFP 蛍光強度が減
少し時間と共に徐々に回復していく様子が見られた(図 3.3A）。また、AC 中心領域が中
心方向へ緩やかに減少すること、AC 辺縁領域では AC 中心領域が減少を始めても大き
な変化が見られなかった (図 3.3B 黒矢尻)。この AC 部分の蛍光強度減少パターンは
Ca2+オシレーション時の一過的な減少とよく似たパターンである。以上から Arp2/3 複
合体が AC 中心領域における一過性の F-アクチン減少に関与する可能性が示唆された。 
続いて Ca2+オシレーション時の F-アクチンの動態に対する CK-666 の影響を観察し
た。mPLCζ の cRNA をインジェクションし Ca2+オシレーションが発生した EGFP-
UtrCH 発現卵に CK-666 を投与した。結果、AC 部分以外の表層部分で見られる Ca2+
依存性の蛍光強度の上昇は抑制されなかった（図 3.4）。この時 CK-666 投与による Ca2+
オシレーション頻度への影響は見られなかった。以上から Arp2/3 複合体が AC 部分以
外の表層部分における Ca2+依存的な F-アクチン増加に関与しない可能性が示唆された。 
 
3.2.2 Formins 阻害剤 SMIFH2 による影響 
 Ca2+静止状態の EGFP-UtrCH 発現卵に Formins 阻害剤である SMIFH2 を投与し
EGFP 蛍光強度の変化を観察した。阻害剤投与後、AC 部分の EGFP 蛍光強度が減少
し、その後回復することなく AC は消失した（図 3.5A）。AC 中心領域は外側から急速
に減少が始まり、同時に AC 辺縁領域も外側から緩やかな減少が始まる様子が見られ
た(図 3.5B 白矢尻)。 AC 辺縁領域のパターンは Ca2+オシレーション時の AC 消失時
とよく似たパターンであったが、AC 中心領域のパターンは異なるものであった。以上
から Formins が AC 辺縁領域における AC 消失時の F-アクチン動態に関与する可能性
が示唆された。  
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図 3.3 Ca2+静止時における Arp2/3 複合体阻害剤による影響 
EGFP-UtrCH を発現したマウス成熟卵に対して 0 分で CK-666 を最終 200µM となるよ
うに投与した。(A) AC 部分を赤色、180°部分を青色としてグラフに示した。(B) 表層部分
全体の EGFP 蛍光強度の経時変化。黒矢尻は AC 部分の EGFP 蛍光強度の減少のタイミン
グ。①は AC 中心領域、②は AC 辺縁領域を示している。  
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図 3.4 Ca2+オシレーション時における CK-666 による影響 
EGFP-UtrCH 発現卵に対して mPLCζ の cRNA をインジェクションした後、0 分で 
CK-666 を最終 200µM となるように投与した。(A)AC 部分(0°)における EGFP 蛍光強度
の変化。(B)180°部分における EGFP 蛍光強度の変化。  
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図 3.5 Ca2+静止時における Formins 阻害剤による影響 
EGFP-UtrCH を発現したマウス成熟卵に対して 0 分で SMIFH2 を最終 150µM となるよ
うに投与した。(A) AC 部分を赤色、180°部分を青色としてグラフに示した。(B) 表層部
分全体の EGFP 蛍光強度の経時変化。白矢尻は AC 部分の EGFP 蛍光強度の減少のタイミ
ング。①は AC 中心領域、②は AC 辺縁領域を示している。  
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続いて Ca2+オシレーション時の F-アクチンの動態に対する SMIFH2 の影響を観察
した。mPLCζ の cRNA をインジェクションし Ca2+オシレーションが発生した EGFP-
UtrCH 発現卵に SMIFH2 を投与した。SMIFH2 投与後、Ca2+オシレーションの頻度が
増加してしまった（図 3.6）。その為か、AC 部分以外の表層部分の EGFP 蛍光強度は
Ca2+依存性と思われる上昇を示した後にベースラインの上昇が起きる卵も見られた。
このベースラインの変化は Ca2+依存的に上昇した蛍光強度が下がりきる前に次の上昇
が始まった結果であると考えられる。したがって SMIFH2 によって Ca2+依存性の蛍光
強度の上昇は抑制されなかったと考えられる。以上から Formins も Arp2/3 複合体と同
様に AC 部分以外の表層部分における Ca2+依存的な F-アクチン増加に関与しない可能
性が示唆された。 
 
3.3 AC 部分以外の表層部分における F-アクチン動態の詳細 
 Ca2+オシレーション時の AC 部分以外の表層部分における F-アクチンの動態をさら
に詳細まで調べるため、EGFP-UtrCH 発現卵に mPLCζ の cRNA をインジェクション
し Ca2+オシレーション誘発し細胞膜領域を拡大して測定を行った。結果、細胞膜内側
に内側方向に厚みがある小さな蛍光のスポットが見られた（図 3.7）。このスポットが
ある位置の細胞外領域に微弱ではあるが蛍光が見られることから、微絨毛直下に存在
すると考えることが出来る。また、そのスポットは Ca2＋依存的な細胞質の EGFP 蛍光
強度の減少と同期して一斉に蛍光強度が上昇することが確認された（図 3.8 : 41～
45min）。以上から細胞表層部における F-アクチンの局在は均一ではなく微絨毛直下に
存在する F-アクチンが集合したスポットから形成され、AC 部分以外の表層部分にお
ける Ca2＋の依存的な F-アクチン増加がこのスポットで起こることが示唆された。  
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図 3.6 Ca2+オシレーション時における SMIHF2 による影響 
EGFP-UtrCH 発現卵に対してmPLCζ の cRNAをインジェクションした後、0 分で SMIFH2
を最終 150µM となるように投与した。(A)AC 部分(0°)における EGFP 蛍光強度の変化。
(B)180°部分における EGFP 蛍光強度の変化。  
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図 3.7 マウス卵細胞における F-アクチン局在の詳細 
 EGFP-UtrCH 発現卵の細胞膜領域を拡大して測定を行った。F-アクチンが細胞膜内側に
無数のスポットとして局在している様子が確認できる。  
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図 3.8 Ca2+オシレーション時の F-アクチン動態の詳細 
 EGFP-UtrCH 発現卵に mPLCζ の cRNA をインジェクションし、細胞膜領域を拡大して
測定を行った。(A)は細胞膜領域の EGFP 蛍光の経時変化、(B)は細胞質 Ca2+濃度変化の目
安として細胞質部分の EGFP 蛍光強度変化を示した。 
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3.4 PIP2 依存的な経路による F-アクチンの調節 
AC 部分以外の表層部分における Ca2+依存的な F-アクチンの調節への PIP2 の関与を
検証した。細胞内の PIP2 を可視化するため、PIP2 に高い親和性を持つプレクストリン
相同ドメイン（PHD）の変異体である PHD(1-170)と蛍光タンパク質である RFP を結
合し PHD-RFP を用いた。 
 
3.4.1 PHD-RFP を用いたマウス成熟卵細胞における PIP2 局在確認 
EGFP-UtrCH と PHD-RFP をマウス卵細胞に同時に発現させたところ、EGFP と
RFP の細胞膜領域への局在が見られた（図 3.9）。細胞膜領域を拡大して測定したとこ
ろ、RFP の蛍光が細胞膜領域において厚みのあるスポットとして存在し、EGFP のス
ポットと共局在する様子が見られた（図 3.10）。以上のことからマウス卵細胞において
F-アクチンと PIP2 が細胞膜内側にて共局在することが示された。 
 
3.4.2 Ca2+オシレーション時の F-アクチンと PIP2 の動態 
 細胞膜領域における PIP2 が Ca2+依存性の変化を示すか検証するため、EGFP-
UtrCH、PHD-RFP 同時発現卵に mPLCζ を用いて Ca2+オシレーションを誘発し測定
を行った（図 3.11）。AC から遠い領域(およそ±90°以上)の RFP 蛍光強度は EGFP の
Ca2+依存性の上昇と同期するような上昇を見せた。しかし比較的 AC に近い領域(およ
そ±90°以内)では EGFP 蛍光強度は Ca2+依存性の上昇を見せたが RFP に顕著な変化
は見られなかった。続いて細胞膜領域(V-pole 周辺)を拡大して測定したところ、
EGFP のスポットとそこに共局在している RFP の Ca2+依存性の蛍光強度上昇が見ら
れた（図 3.12）。以上から F-アクチン・PIP2 は共に Ca2+依存的に増加するが F-アク
チンの増加には PIP2 の増加は必須ではない可能性が示唆された。  
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図 3.9 マウス卵細胞における F-アクチンと PIP2 の局在 
 マウス成熟卵細胞に EGFP-UtrCH と PHD-RFP の cRNA をインジェクションし、EGFP
（緑）と RFP（赤）の蛍光を測定した。 
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図 3.10 マウス卵細胞における F-アクチンと PIP2 の局在の詳細 
 マウス成熟卵細胞に EGFP-UtrCH と PHD-RFP の cRNA をインジェクションし、
EGFP（緑）と RFP（赤）の蛍光を測定した。F-アクチンと PIP2 が共局在している点、領
域を矢印、波括弧で示した。 
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図 3.11 Ca2+オシレーション時の F-アクチンと PIP2 の動態 
EGFP-UtrCH、PHD-RFP 発現卵に対して mPLCζ の cRNA をインジェクションした。
AC 部分以外の表層部分における EGFP(緑）と RFP(赤）の蛍光強度の変化を示した。 
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図 3.12 Ca2+オシレーション時の F-アクチンと PIP2 の動態の詳細 
EGFP-UtrCH、PHD-RFP 発現卵に対して mPLCζ の cRNA をインジェクションし、細
胞膜領域を拡大して測定を行った。(A)は細胞膜領域の EGFP と RFP 蛍光の経時変化、(B)
は細胞質 Ca2+濃度変化の目安として細胞質部分の EGFP 蛍光強度変化を示した。  
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3.4.3 PIP2 産生阻害剤による影響 
 AC 部分以外の表層部分における Ca2+依存性の F-アクチン調節が PIP2 を介する経
路によって制御されるか確かめるため、数十 µM オーダー使用することで PIP2 の産生
を阻害することが知られている Wortmannin を用いた実験を行った。EGFP-UtrCH、
PHD-RFP 同時発現卵を Wortmannin で処理した後、mPLCζ を用いて Ca2+オシレー
ションを誘発し測定を行った（図 3.13）。結果、EGFP・RFP 共に Ca2+オシレーショ
ンのファーストスパイク時における蛍光強度の増加の抑制が見られた。また、EGFP
に関してはわずかながらではあるが蛍光強度の減少が見られた。以上の結果から Ca2+
依存的な F-アクチンと PIP2 の増加に相関があるようと考えることが出来るが、これ
は 3.4.2 の結果と矛盾する。 
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図 3.13 Ca2+オシレーション時における Wortmannin の影響 
 30µM Wortmanninで処理したEGFP-UtrCH、PHD-RFP発現卵に対してmPLCζのcRNA
をインジェクションした。AC 部分以外の表層部分における EGFP（緑）と RFP（赤）の蛍
光強度の変化を示した。Ca2+濃度変化は Fura 2 蛍光強度比の変化として示した。Fura 2 蛍
光強度比は時刻 0 における蛍光強度(F0)を時刻 t における蛍光強度(Ft)で割った値である。  
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第 4 章. 考察 
4.1 F-アクチン重合調節因子による F-アクチンの調節 
4.1.1 AC 部分における F-アクチンの調節 
Arp2/3 複合体阻害剤である CK-666 を Ca2+静止状態の EGFP-UtrCH 発現マウス成
熟卵細胞に投与したところ AC 部分の F-アクチンが減少し、その後ゆっくりと回復し
ていく様子が見られた。また、F-アクチン減少の様子としては AC 中心領域が中心方向
へ緩やかに減少し、AC 辺縁領域は大きな変化を見せることはなかった。Formins 阻害
剤である SMIFH2 を投与した場合は AC の F-アクチンの減少と AC の消失が見られ
た。F-アクチン減少の様子は AC 中心領域の外側から急速に減少が始まり、同時に AC
辺縁領域も外側から緩やかに減少した。Arp2/3 複合体阻害時に見られた F-アクチン減
少の様子は Ca2+オシレーション時の一過的な F-アクチンの減少と、Formins 阻害時に
見られた F-アクチン減少の様子は Ca2+オシレーション時の AC 消失時の AC 辺縁領域
のパターンとよく似ていた。以上より AC における F-アクチン調節は AC 中心領域で
は Arp2/3 複合体、AC 辺縁領域では Formins を含む経路よって行われており、Ca2+オ
シレーションの際には Ca2+濃度上昇によりそれぞれの活性が抑制されると考えられる。
しかし今回の阻害剤実験からは Ca2+オシレーションに伴う AC 消失時に F-アクチンの
減少が AC の中心から始まる要因を突き止めることはできなかった。この点に関して
は AC の消失と染色体の分離がほぼ同じタイミングで発生し、AC の形成が染色体から
のシグナルによって低分子量 GTPase を介して誘導される[31]ことを考慮すると、染色
体シグナル経路の関与が考えられる。  
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4.1.2 AC 部分以外の表層部分における F-アクチンの調節 
 mPLCζ のインジェクションにより Ca2+オシレーションを誘発した EGFP-UtrCH 発
現マウス成熟卵細胞に CK-666 を投与しても AC 部分以外の表層部分に見られた Ca2+
依存的な F-アクチンの増加は抑制されなかった。SMIFH2 を投与した場合は Ca2+オシ
レーションの頻度が上昇してしまったため、CK-666 の実験時のように Ca2+濃度と AC
部分以外の表層部分の蛍光強度の変化を単純に比較することはできなかった。この
Ca2+オシレーション頻度の上昇に伴い AC 部分以外の表層部分における蛍光強度のベ
ースラインが上昇した。これは Ca2+オシレーションに伴う F-アクチンの増加は抑制さ
れずに発生しているが本来のベースラインへ戻る前に次の増加が起きてしまった結果
であると考えられる。以上より AC 部分以外の表層部分における F-アクチン調節には
Arp2/3 複合体と Formins は関与しないことが示唆された。 
 
4.2 AC 部分以外の表層部分における F-アクチンの詳細 
 Ca2+オシレーション発生時の細胞膜領域の高倍率高解像度測定の結果から、F-アク
チンが多く存在している厚みのあるスポットが細胞膜内側に点在し、Ca2+オシレーシ
ョンに伴う F-アクチン蛍光強度の増加は主にこのスポットにおける蛍光強度の上昇や
大きさの変化の結果であることが分かった。またこのスポットは細胞膜に存在する微
絨毛直下に存在する可能性が示唆された。当研究室の先行研究では AC 部分以外の表
層部分における蛍光強度の上昇が重合・脱重合を阻害した場合でも完全に抑制されな
いといった結果が出ている。以上より AC 部分以外の表層部分における F-アクチン動
態の調節はこの微絨毛直下のスポットで重合・脱重合に依存しない経路、例えば F-ア
クチンの架橋や F-アクチンを束ねて集合させるタンパク質によって行われる可能性が
示唆された。 
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4.3 PIP2 依存的な経路による F-アクチンの制御 
 EGFP-UtrCH と PHD-RFP をマウス卵細胞に共発現させたところ細胞膜領域で F-
アクチンと PIP2 が厚みのあるスポットとして共局在することが確認できた。主に膜に
局在するはずの PIP2 が細胞の内側に厚みをもって局在した理由としては、PIP2 を多く
含む何らかの小胞が F-アクチンの周辺に局在している可能性などを考えることができ
る。Ca2+オシレーション時の F-アクチンと PIP2 の動態を観察したところ、PIP2 にも F-
アクチンと同様に Ca2+依存的な増加が見られた。しかし、この F-アクチンと PIP2 の増
加は AC 部分と対極にある植物極では顕著に見られたが、AC に近い部分では PIP2 の
増加が見られなくとも F-アクチンの増加が発生していた。以上のことから Ca2+オシレ
ーションに伴う PIP2 の増加は AC 部分以外の表層部分における F-アクチンの調節に必
須ではないと考えられる。しかし、Wortmannin を用いた PIP2 産生阻害実験では Ca2+
オシレーションのファーストスパイク時における F-アクチンと PIP2 の増加が共に抑制
されるという結果が得られた。Wortmannin は高濃度で使用することで PIP2 の産生を
阻害するだけでなくミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)や分裂促進因子活性化タンパク質
キナーゼ(MAPK)など複数の酵素の機能を阻害することが知られている[32][33]。したが
ってファーストスパイク時の F-アクチン増加が抑制された原因は PIP2 のみならず他の
F-アクチン調節因子が高濃度 Wortmannin の副作用で阻害されてしまった結果ではな
いかと考える。 
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4.4 Ca2+依存性 F-アクチン調節シグナル経路 
 Arp2/3 複合体と Formins は共に低分子量 GTPase の一種である Rho ファミリーに
よって活性化されることが知られている。Rho ファミリーの機能は活性型 Rho ファミ
リーが下流のエフェクター分子に結合することで発揮される[34]。Arp2/3 複合体は Rho
ファミリーである Rac と Cdc42 がそれぞれ WAVE と WASP を介することで活性化さ
れ[35]、Formins の mDia は Rho ファミリーである Rho により活性化される[36]。また、
Rho ファミリーの活性不活性は Rho グアニンヌクレオチド交換因子(Rho GEF)の
GDP-GTP 交換反応によって制御され[37]、神経細胞における Rho GEF の活性はスフ
ィノフィリンが CaMKII を介して調節している。CaMKII は Ca2+の結合により活性化
した CaM によって活性化されることから、マウス卵細胞における Ca2+依存性の F-ア
クチン調節には Rho ファミリーを介した正の効果を予想していた。しかし、今回のマ
ウス卵細胞を用いた実験では Ca2+濃度の上昇により AC 部分における Arp2/3 複合体
と Formins の活性が抑制されるという結果となった。したがって Ca2+濃度の上昇が
Rho ファミリーを介する経路のいずれかに抑制効果をもたらしていると考えられる。
Rho ファミリー自体の活性を抑制する因子としては、Rho ファミリーに内在する
GTPase 活性を高め、活性型 Rho に結合している GTP を GDP に加水分解することで
Rho を不活性型へと移行させる Rho GTPase 活性化タンパク質(Rho GAP)[38]や Rho フ
ァミリーからの GDP の解離および GTP の加水分解を抑制する Rho グアニンヌクレ
オチド解離阻害因子(Rho GDI)[39]がある。これらのタンパク質が Ca2+濃度依存的に活
性化することで Arp2/3 複合体と Formins の活性を抑制している可能性も考えられる
であろう。 
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4.5 今後の展望 
 本研究では哺乳卵細胞受精時における Ca2+オシレーションに伴う F-アクチンの調節
経路についてその一部を明らかにした。 
AC 部分における F-アクチン調節経路はその位置によって異なると考えられ、中心
範囲では Arp2/3 複合体が、末端範囲では Formins が含まれることが示唆されたが、
AC 消失時の中心範囲を調節する因子を特定することはできなかった。そこで今後の方
針としてはその因子を突き止める必要があると考える。具体的には染色体シグナルの
関与が考えられることから、染色体自体や細胞周期をコントロールする因子に対する
阻害剤を用いた実験を行いたいと考えている。加えて今回判明した F-アクチン重合調
節因子の上流で働く因子も調べる必要もあるだろう。 
AC 部分以外の表層部分については Arp2/3 複合体と Formins、また PIP2 を含まない
ことが示唆された。そこでそれら以外の F-アクチン調節因子の候補として、細胞膜に
局在し F-アクチンと細胞膜を架橋する ERM ファミリータンパク質(エズリン、ラディ
キシン、モエシン)[40]が考えられることから、ERM の上流因子である ROCK[41]に対す
る阻害剤を用いた実験が考えられる。  
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付録：使用機器・試薬 
1. 細胞生物学実験 
・電子分析天秤：AB54-S            （METTLER TOLEDO） 
・pH メーター：pB-11     （Sartorius） 
・ホットスターラー：CHS-350          （AS ONE） 
・ブロックインキュベーター：Dry Thermo Unit DTU-1B   （TAITEC） 
・CO2 インキュベーター：BNS-110         （ESPEC CORP.） 
・共焦点レーザースキャン顕微鏡：LSM710          （Carl Zeiss） 
・双眼実体顕微鏡：SMZ-2B （TRANSFORMER XN） （Nikon） 
・蛍光顕微鏡：Axiovert S100TV         （Carl Zeiss） 
・リングヒーター：リングヒーター   （室町製作所） 
・Micro Injector：IM300            （成茂） 
・マイクロマニピュレイター：MX-2   （成茂） 
・フッドスイッチ：TreadliteⅡ      （Linemaster Switch Corporation） 
・微小電極用増幅器：MEZ-8301    （日本光電） 
・パズコントローラ：SS-1433    （日本光電） 
・エアーコンプレッサー：YC-3F    （八重崎空圧） 
・温度計：MGA-Ⅱ     （芝浦電子） 
・SUTTER INSTRUMENT：P-87             （SUTTER INSTRUMENT COMPANY） 
・ホットプレート：MODEL HM-11   （ヤマト科学） 
・50-ml シリンジ：SS-50ESZ    （TERMO） 
・1.0-ml シリンジ：SS-01T    （TERMO） 
・20G 注射針：NN-2038R    （TERMO） 
・27G 注射針：NN-2719S    （TERMO） 
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・滅菌フィルター：Syringe Filter 33 mm   （IWAKI） 
・プラスティックディッシュ：35×24 mm style  （FALCON） 
・角カバーグラス ：24×24 No.1    （MATSUNAMI） 
・ワックス：Unility Wax            （GC） 
 
2. 分子生物学実験 
・オートクレーブ（AUTOCLAVE：MLS-2420  （SANYO） 
・乾熱滅菌器：NDN-400            （EYELA） 
・上皿電子天秤：DL202-S    （METTLER TOLEDO） 
・ブロックインキュベーター：Bl-516C or Bl-516H         （ASTEC）  
・CO2 インキュベーター：IT63    （HITEC Yamato） 
・クリーンベンチ：PCV            （HITACHI） 
・サーマルサイクラー：PC320    （ASTEC） 
・電気泳動装置：GelMate®2000    （TOYOBO） 
・電気泳動撮影用デジタルカメラ：SP-510UZ  （OLYMPUS） 
・UV （ 302 / 365 nm ）トランスイルミネーター：TFML-20E （UVP） 
・デジカメ仕様ゲル撮影装置：PX410     （BIO CRAFT） 
・卓上遠心分離機：チビタン      （Millipore） 
・微量高速冷却遠心機：MRX-150           （TOMY） 
・微量高速冷却遠心機：MX-301    （TOMY） 
・小型振盪（培養）機：DOUBLE SHAKER NR-3  （TAITEC） 
・恒温槽（Hot & Cool Bath）：EHC      （AS ONE） 
・試験管ミキサー（ボルテックス）：TM-1 or HM-1         （AS ONE） 
・分光光度計：Biophotometer    （Eppendorf） 
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・吸引加圧ポンプ：USS 型      （NRK） 
 
3. 使用器具 
・Injection Pipette 
 Borosilicate Glass Capillary GC150-10   (CLARK) 
・Holding Pipette 
100 LAMDA（cu,mn）with One Aspirator Tube   (DrumMond） 
・マニュピレーションピペット 
100 LAMDA（cu,mn）with One Aspirator Tube   (DrumMond） 
 
4．使用試薬 
●緩衝液・ゲル等 
・10×TE （Tris/EDTA） 
 Tris （Trishydroxymethylaminomethane） （Wako） 100 mM 
 EDTA （Ethylenediaminetetraacetic Acid） （Wako）  10 mM 
・1×TE 
 10×TE        10 mL 
 Milli-Q  （Millipore）     90 mL 
  ＊オートクレーブで滅菌後、室温で保存。  
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・50×TAE （Tris/ Acetate/ EDTA） Buffer 
 Tris （Trishydroxymethylaminomethane） （Wako）  242 g 
 酢酸 （Acetate）    （Wako） 57.1 mL 
 0.5 M EDTA （Ethylenediaminetetraacetic Acid）   100 mL 
 滅菌 Milli-Q （Millipore）     Total 1.0 L 
  ＊室温で保存。 
・1×TAE Buffer 
 50×TAE        0.1 L 
 蒸留水        4.9 L 
  ＊よく撹拌させた後、室温で保存。 
・アガロースゲル （Agarose Gel） 
 Agarose-S （Wako） 1% or 2%   2.0 g or 4.0 g 
 1×TAE Buffer       200 mL 
 10 mg/mL EtBr （Ethidium Bromide） （Incitrogen）  8.0 µL 
 ＊電子レンジで沸騰するまで加熱して溶解させ、60℃程度に冷めたら EtBr を  
  8.0µL 加え型に入れる。固まったら TAE に浸して冷蔵保存。 
 
●バクテリア関連の抗生物質・培地等 
・抗生物質 
・アンピシリン （Ampicilin, Amp） （Genlantis）  50 mg/ Tube 
  ＊1.0 mL の滅菌 Milli-Q に溶解して使用し、冷凍保存。 
・テトラサイクリン （Tetracycline, TC） （GTS）   5 mg/ Tube 
  ＊1.0 mL の 100%エタノール（EtOH）に溶解して使用し、遮光、 
   冷凍保存。 
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・LB （Luria-Bertani）培地 
 LB 培地パウダー  （Q-Bio Gene）   25 g 
 Milli-Q   （Millipore）   1.0 L 
  ＊オートクレーブで滅菌後、冷凍保存。 
・LB （Luria-Bertani） 寒天プレート 
 INA-Agar （伊那食品工業株式会社 F）  3.75 g 
 LB 培地       250 mL 
 50 mg/ mL Ampicilin     250 µL 
 5 mg/ mL Tetracycline     1.0 mL 
  ＊9 cm 滅菌シャーレ 10 枚に分注し、固まったら遮光し冷蔵保存。 
 
●細胞生理学の試薬・培地等 
・生理食塩水 （0.9% NaCl） 
 NaCl  （Wako）    0.9 g 
 Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
 ＊オートクレーブで滅菌後、冷蔵保存。 
・100 mM Na Pyruvate 
 Na Pyruvate  （Wako）   100 mM 110 mg 
 Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
 ＊1.0 mL ずつに分注して冷凍保存。 
・100 mM HEPES 
 HEPES  （Wako）    2.38 mg 
 Milli-Q  （Millipore）     Total 100 mL 
 ＊室温で保存。 
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・1 M NaOH 
 NaOH  （Wako）    4.0 g 
 Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL  
 ＊室温で保存。 
・A10× 
 NaCl       5.53 g 
 KCl  （Wako）    385 mg  
 CaCl2・2H2O （Wako）    250 mg  
 MgSO4・7H2O （Wako）    296 mg  
 Milli-Q  （Millipore）   Total  100 mL 
 ＊室温で保存。 
・B10× 
 KH2PO4 （Wako）     163 mg 
 NaHCO3 （Wako）    428 mg  
 Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
 ＊室温で保存。  
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・M2 
 A10×       10 mL  
 B10×       10 mL 
 100 mM HEPES      10 mL 
 60% Na Lactate  （SIGMA）   0.37 mL 
 100 mM Na Pyruvate     0.50 mL 
 Glucose   （Wako）   100 mg 
 1 M NaOH        pH 7.2 に調節 
 Milli-Q   （Millipore）   Total 100 mL 
 ＊フィルター滅菌後、5 mL ずつに分注し冷蔵保存。 
・M16 
 A10×       10 mL 
 1 M KH2PO4  （Wako）   120 mL 
 NaHCO3  （Wako）   211 mg 
 60% Na Lactate  （SIGMA）   330 mL 
 Glucose   （Wako）   100 mg 
 0.1% Phenol Red  （Wako）   0.2 mL 
 Milli-Q   （Millipore）  Total 100 mL  
 ＊フィルター滅菌後、2.5 mL ずつに分注し冷蔵保存。 
 ＊使用前に 37℃、5%CO2 インキュベーターで 6 時間位平衡化してから使用。 
・BSA （Albumin bovine serum、Fraction V、 ≧96%） （SIGMA） 
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●マウス過排卵処理用注射液 （ホルモン剤） 
・50 U/ml ピーメックス(PMSG) 
 ピーメックス  1A(1000U)  (三共エール薬品株式会社) 
 滅菌生理食塩水  20 ml  
・50 U/ml ゴナトロピン(hCG) 
 ゴナトロピン  1A(1000U)  (あすか製薬株式会社) 
 滅菌生理食塩水  20 ml 
 
 
５．使用ソフト 
・ImageJ 
・ZEN 
・Igor Pro 6.37 
 
６．実験動物 
・ddY メスマウス                  （日本エスエルシー株式会社） 
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